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%(m/V)  masni delež 
%(V/V)  volumski delež 
3D   tridimenzionalno 
A. faecalis  Alcaligenes faecalis 
Amp   ampicilin 
APS   amonijev persulfat 
B. thuringiensis Bacillus thuringiensis 
bp   bazni par 
BSA   goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumine) 
P. bifermentas Paraclostridium bifermentas 
CD   ciklični dikroizem 
CDC   cholesterol-dependents cytolysins 
Cm   kloramfenikol 
CPE   N-acil-sfingozifosforiletanolamin (=ceramid fosfoetanolamin) 
Cry   kristalni toksin 
DNA   deoksiribonukleinska kislina 
Dsf   diferenčna dinamična fluorimetrija 
DTT   ditiotreitol 
ɛ   ekstincijski koeficient 
E. coli   Echerichia coli 
EDTA   etilendiamintetraocetna kislina 
Ery   erilizin 
GMO   genetsko modificiran organizem 
HMM   Hidden Markov model 
Hol   holesterol 
IPTG   izopropil β-D-tiogalaktozid 
kDa   kilo Dalton 
LB   gojišče Luria Bertani 
Lizo-PC  lizofosfatidilholin 
MACPF  ang. Membrane attack complex/ perforin 
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NaDS   natrijev dodecil sulfat 
NaDS-PAGE  poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Ni-NTA   nikelj-nitrilotriocetna kovinsko-afinitetna kolona 
OD   optična gostota 
Oly   ostreolizin 
ox-LDL  oksidirani lipoproteini z nizko gostoto 
P. ostreatus  Pleurotus ostreatus 
PC   fosfatidilholin 
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PCR   verižna reakcija s polimerazo 
PE   fosfatidiletanolamin 
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+
  
Ply   pleurotolizin 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Egerolizini so družina majhnih (~14 kDa) proteinov, ki interagirajo z lipidnimi 
membranami. Predstavnike te družine proteinov sintetizirajo organizmi iz različnih 
kraljestev, najpogosteje pa so geni za homologe egerolizinov bili identificirani pri 
glivah in bakterijah. Kljub široki razširjenosti pa je biološka vloga egerolizinov slabo 
preučena. 
 
Skupna lastnost egerolizinov je, da interagirajo z lipidnimi membranami, zato so 
predmet številnih raziskav, saj imajo tovrstne lastnosti proteinov velik potencial v 
biotehnologiji in medicini. Takšne aplikacije so na primer označevanje membran s 
specifično lipidno sestavo, tarčno uničevanje tumorskih celic in razvoj bioinsekticidov. 
Insekticidne lastnosti izkazujejo določeni egerolizini, ki se vežejo na proteinske 
receptorje, ali na sfingolipid ceramid fosfoetanolamin (značilen za nevretenčarske 
plazemske membrane) v membranah in rekrutirajo svojega proteinskega partnerskega 
partnerja, podenoto B (~70 kDa), ki tvori poro. Kar nekaj bakterij (Alcaligenes faecalis, 
Bacillus thuringiensis, Paraclostridium bifermentas) s takšnim večkomponentnim 
insekticidom z egerolizinom se izkorišča v komercialne namene, npr. za pripravo 
genetsko modificiranih poljskih kultur, odpornih na škodljivce. V genomu bakterije 
Spirosoma linguale so na istem operonu odkrili gen za egerolizin in gen za podenoto B. 
Oba gena imata visoko podobnost nukleotidnih zaporedij z insekticidno potrjenimi 
egerolizini in njihovimi partnerji drugih vrst bakterij, a proteina še nista bila preučena. 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
Namen naloge je bil pridobiti očiščen egerolizin in komponento B bakterije S. linguale. 
Drugi cilj je bil analizirati funkcionalnost izoliranih proteinov. 
1.3 HIPOTEZI 
 Rekombinantni egerolizin bakterije S. linguale se bo v bakteriji Escherichia coli 
sintetiziral kot topen protein. 
 Iz bakterije E. coli lahko pridobimo >80% očiščeno in pravilno zvito obliko 
proteina egerolizna in komponente B bakterije S. linguale. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PROTEINI IZ DRUŽINE EGEROLIZINOV 
Hemolizin izoliran iz plodišč gobe Agrocybe aegerita je bil poimenovan »aegerolysin« 
po vrstnem imenu gobe, nato je bilo to ime uporabljeno za poimenovanje družine 
egerolizinov (Pfam06355), ki je bila vzpostavljena leta 2002 v sklopu podatkovne 
zbirke Pfam (Bateman in sod., 2004). Pfam za iskanje in določanje sorodnih proteinov 
uporablja statistični model »hidden Markov model« (HMM). Model vsebuje poravnavo 
več anotiranih in preučenih proteinov z enakim proteinskim podpisom (ohranjene regije, 
domene, katalitska mesta). Nove proteinske sekvence iz podatkovnih zbirk TrEMBL in 
SwissProt (Boeckmann in sod., 2003) nato primerjajo z modelom in na podlagi 
verjetnosti določijo stopnjo njihove sorodnosti, ter jih ob zadoščenem kriteriju uvrstijo v 
proteinsko družino. 
 
Trenutno je v družino vključenih 179 sekvenc nepresežne podatkovne zbirke 109 
različnih vrst organizmov. Gre za majhne (13-20 kDa), β-strukturirane proteine z eno 
samo domeno (Butala in sod., 2017). Značilni so predvsem za predstavnike gliv in 
bakterij, prisotni pa so tudi pri drugih taksonih (virusi, protozoji, rastline in živali). 
2.1.1 Razširjenost egerolizinov 
Geni za egerolizine so znotraj filogenetskih taksonov razporejeni zelo nekonsistentno. 
Vzrok temu je, da egerolizini niso proteini, ki bi bili esencialni za organizem. To je 
razvidno na primeru gliv, kjer nekateri taksoni znotraj enega rodu imajo egerolizine, 
drugi pa ne (Novak in sod., 2015). Distribucija egerolizinov se zdi brez jasne korelacije 
s filogenijo gliv in bakterij (Butala in sod., 2017). Glede na filogenetsko drevo, ki 
temelji na aminokislinskih zaporedjih egerolizinov, se sklepa, da naj bi se gen za 
egerolizin prvič pojavil pri skupnem predniku gliv askomicet in basidiomicet (Berne in 
sod., 2009). Bakterije naj bi s horizontalnim genskim prenosom pridobile gen za 
egerolizin iz gliv (Sher in sod., 2005). 
 
Odgovor, zakaj predstavniki enega rodu določene vrste (npr. gliv) imajo egerolizine, 
drugi pa ne, je tesno povezan z razumevanjem vrstno specifičnih prilagoditev na 
različna okolja (Novak in sod., 2015). Navkljub intenzivnim raziskavam, je bilo na 
temo bioloških funkcij proteinov egerolizinov narejenih malo zaključkov. 
2.1.2 Strukturne in biokemijske karakteristike egerolizinov 
Proteini iz družine egerolizinov imajo poleg strukturnih podobnosti določene skupne 
karakteristike. V splošnem je za njih značilna nizka izoelektrična točka, podobna 
molska masa, temperaturna labilnost in stabilnost v širokem območju vrednosti pH 
(Berne in sod., 2009). V povprečju imajo egerolizini imajo relativno visok delež 
aromatskih (~10%) in nabitih (~20%) aminokislin (Berne in sod., 2009) z značilnim 
skupkom negativno nabitih aminokislin na površini. 
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Predikcije sekundarne strukture egerolizinov z različnimi spletnimi orodji, kot je na 
primer PredictProtein (Rost in sod., 2004) predlagajo, da je β-ploskev ključna 
sekundarna struktura teh proteinov (Cole in sod., 2008). Ta strukturni dizajn je bil na 
primeru glivnega egerolizinia ostreolysin A podkrepljen tudi eksperimentalno z metodo 
cikličnega dikroizma (CD), ki je pokazala 66% delež β struktur (Berne in sod., 2005). 
Eksperimentalno so določili tridimenzionalno strukturo nekaterih egerolizinov: 
egerolizina iz bakterij B. thuringiensis in A. faecalis (Kelker in sod., 2014; Yalpani in 
sod., 2017) in egerolizin glive Pleurotus ostreatus (Lukoyanova in sod, 2015). Strukture 
kažejo, da je poglavitna struktura β-sendvič, kjer sta dve β plošči planarno povezani 
med seboj (Kelker in sod., 2014; Yalpani in sod., 2017). 
 
Na podlagi velikosti bi lahko egerolizine razdelili v tri razrede (Butala in sod., 2017). 
Prvi razred zajema predvsem bakterijske egerolizine velikosti 10-14 kDa, katerih 
lastnosti so podobne Cry34Ab1 proteinu bakterije B. thuringiensis. V drugem razredu 
so večinoma glivni egerolizini veliki ~15 kDa s funkcionalnimi lastnostmi podobnimi 
PlyA egerolizinu glive P. ostreatus. V tretjem razredu je največji egerolizin P23 (~ 23 
kDa) vešče Pseudoplusia includens, ki je edini do sedaj znan predstavnik egerolizinov v 
živalskem kraljestvu. 
2.1.3 Afiniteta do membran in zmožnost tvorbe por 
Asp-hemolizin (Asp-HS) gobe Aspergillus fumigatus je prvi izolirani egerolizin, 
izoliran je bil že v zgodnjih 70-ih letih prejšnjega stoletja, pri katerem so odkrili 
afiniteto do membran/lipidov (Sakurai in sod., 1973; Ebina in sod., 1985). Gliva A. 
fumigatus je opurtunistični patogen, ki pri človeku povzroča invazivno aspergilozo 
(Rementeria in sod., 2005). Asp-HS je ena od komponent zmesi toksinov te patogene 
glive, za katero so leta 2002 odkrili, da ima močno afiniteto do specifičnih lipidov 
(Kumagai in sod., 2002). 
 
Določeni egerolizini se vežejo na biološke membrane in tam sami ali v kompleksu 
tvorijo pore. Na membrano se vežejo preko specifičnih lipidnih vzorcev značilnih za 
membranske mikrodomene (Sepčić in sod., 2004; Tomita in sod., 2004; Bhat in sod., 
2015; Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). Ti predeli bioloških membran, bogati s 
holesterolom in sfingomielinom, se imenujejo membranski rafti (Simons in sod., 1997; 
Eddin, 2003) in so bolj urejeni od preostale membrane. K urejenosti prispeva predvsem 
specifična lipidna sestava, kjer je najbolj pomemben visok delež holesterola (več kot 
30%) in pa razlike v sestavi notranjega (fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin) in 
zunanjega (fosfatidilholin in sfingomielin) sloja membrane. V membranskih 
mikrodomenah so lokalizirani specifični proteini (npr kaveolin), ki sodelujejo pri 
pomembnih bioloških procesih, kot so eksocitoza, endocitoza, signalna transdukcija, 
vstop patogena in vezava ligandov na membrano. 
2.1.4 Partnerski protein egerolizina - komponenta B 
Določeni egerolizini imajo znane svoje proteinske partnerje, v kombinaciji s katerimi 
učinkujejo porotvorno. 
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Skupna lastnost egerolizinskih partnerjev je predvsem sposobnost porotvornosti, druge 
lastnosti, kot so struktura in domene, pa se zelo razlikujejo. 
 
Proteinski partnerji v insekticidnih večkomponentnih porotvornih sistemih z 
egerolizinom so v različnih proteinskih družinah; PlyB (P. ostreatus) pripada 
superdružini citolizinov imenovani MACPF/CDC (Angleško: Membrane attack 
complex perforin/cholesterol-dependents cytolysins), protein Cry35Ab1 (B. 
thuringiensis) je v družini aerolizinom-podobnih toksinov, proteina Cry16A in Cry17A 
(P. bifermentas) pa pripadata družini delta-endotoksinov (Lukoyanova in sod, 2015; 
Kelker in sod., 2014; Qureshi in sod., 2014). 
 
Komponenta B je pri insekticidno aktivnih sistemih enkrat do nekajkrat večja od 
svojega egerolizinskega partnerja, gen za komponento B pa se pri bakterijah pojavlja na 
operonu skupaj z genom za egerolizin, torej je prepis teh genov uravnan iz istega 
promotorja. 
 
Za enkrat sta bili eksperimentalno določeni dve strukturi komponent B in sicer protein 
Cry35Ab1 bakterije B. thuringiensis (Slika 1A) in pleurotolizin PlyB glive P. ostreatus 
(Slika 1B) (Kelker in sod., 2014, Lukoyanova in sod, 2015). 
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Slika 1: Ponazoritev struktur proteinskih partnerjev egerolizinov. Z barvami so označene sekundarne 
strukture: α -heliks (rdeča), β -strukture (rumena), zanke (zelena/modra). (A) Struktura proteina 
Cry35Ab1 (PDB: 4JP0) bakterije B. thuringiensis (Kelker in sod., 2014). (B) Struktura proteina PlyB 
(PDB: 4OV8) glive P. ostreatus (Lukoyanova in sod, 2015). Strukturi nista v merilu. 
2.2 EGEROLIZINI V KOMBINACIJI S KOMPONENTO B, TVORCI POR 
2.2.1 Egerolizini gliv 
Eden najbolje preučenih primerov dvokomponentnega kompleksa egerolizina in 
proteinskega partnerja, komponente B, je značilen za glivo P. ostreatus (Ota in sod., 
2013). Ta gliva sintetizira dva egerolizina: ostreolizin A (OlyA) in pleurotolizin A 
(PlyA). Velika sta okrog 15kDa in se v raztopini pojavljata kot stabilna monomera. 
Kristalografsko določena tridimenzionalna struktura PlyA (Lukoyanova in sod, 2015) 
razkriva, da so večina v proteinu prisotnih sekundarnih struktur β-pasovi, organizirani v 
distinktivno strukturo β-sendviča (Slika 4C). Skoraj identično strukturo ima tudi OlyA. 
Oba egerolizina se vežeta na membranske mikrodomene, ki so bogate s holesterolom in 
sfingomielinom. Citotoksičnost je dosežena, ko egerolizin (OlyA/PlyA) rekrutira na 
membrano svojega proteinskega partnerja, pleurotolizin B (PlyB – 59 kDa), da asociira 
v oligomerno poro. Zelo podoben tip dvokomponentnega porotvornega sistema je bil 
preučen še pri eni vrsti gob istega rodu, P. eryngii, kjer sodelujeta egerolizin erilizin A 
(EryA) in proteinski partner EryB. OlyA ima poleg afinitete do membranskih domen 
bogatih s holesterolom in sfingomielinom še višjo afiniteto do membranskih domen iz 
holesterola in ceramid fosfoetanolamina (Bhat in sod., 2015). 
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Približno 57 kDa velik protein PlyB ima značilno perforinsko domeno in pripada 
naddružini proteinov MACPF/CDC (Angleško: Membrane attack complex 
perforin/cholesterol-dependents cytolysins). V raztopini PlyB spontano oligomerizira 
(Ota in sod., 2013). 
S hemolitičnimi in kalceinskimi testi na veziklih so pokazali, da noben od proteinov 
OlyA, PlyA ali PlyB nima hemolitične aktivnosti (Ota in sod., 2013). Šele v 
kombinaciji proteina PlyB s PlyA ali OlyA pride do porotvorne aktivnosti. S 
spektrometrično metodo na osnovi površinske plazmonske resonance so ugotovili, da je 
za vezavo egerolizina na membrane  potrebna visoka vsebnost holesterola in 
sfingomielina (Ota in sod., 2013). 
 
Tendenca PlyB za vezavo na membrano se dramatično poveča ob prisotnosti 
egerolizinov. Egerolizin PlyA ali OlyA rekrutirata PlyB na membrano in povzročita 
njegovo oligomerizacijo in posledične konformacijske spremembe, ki vodijo v 
permeabilizacijo membrane (Slika 2).  
 
 
Slika 2: Shematski diagram tvorbe pore v membrano s pleurotolizinom B. (Lukoyanova in sod., 2015) 
(A) Monomera pleurotolizina A in B. (B) Zgodnja predpora in (C) pozna predpora, kjer se PlyB veže na 
PlyA in prične s svojo strukturno transformacijo. (D) Tvorba β-strukturirane lasnice, ki se vstavi v 
membrano. 
 
Pri tvorbi pore ima ključno vlogo MACPF/CDC domena proteina PlyB, ki se v 
membrani prestrukturira v β-strukturirano lasnico (Gilbert in sod., 2012; Law in sod 
2010). PlyB v manjši meri oligomerizira že v raztopini, v membranskih domenah z 
visoko vsebnostjo holesterola in sfingomielina in vezanim egerolizinom pa tvori 700 
kDa velike 13-merne pore v obliki rozete z notranjim premerom 5 nm (Slika 3). 
 
Raziskave so pokazale, da se egerolizina OlyA in PlyA na membranske domene bogate 
s ceramid fosfoetanolaminom in holesterolom vežeta še bolje kot na domene bogate s 
holesterolom in sfingomielinom (Bhat in sod., 2015).  
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Slika 3: 13-merna struktura proteina PlyB na membrani velikih unilamelarnih veziklov ob prisotnosti 
proteina OlyA. Slika je bila pridobljena z elektronsko mikroskopijo. Membrana veziklov je po lipidni 
sestavi ustrezala membrani eritrocita. Merilo na sliki je v nanometrih. Oligomer tvori membransko poro s 
približnim notranjim premerom 5 nm in zunanjim 20 nm (Ota in sod., 2013). 
2.2.2 Egerolizini bakterij 
Podobno delovanje egerolizinov v večkomponentnih porotvornih sistemih, kot je 
preučeno pri glivi P. ostreatus je značilno tudi za nekatere bakterije. Pri določenih 
bakterijah egerolizin sodeluje v dvo- ali celo večkomponentnih sistemih, ki povzročajo 
citotoksičnost za specifične vrste žuželk (Kelker in sod., 2014; Qureshi in sod., 2014). 
P. bifermentas malaysia proizvaja dva egerolizina Cbm17.1 in Cbm17.2 in dva 
partnerska proteina Cry16Aa, Cry17Aa. Skupaj tvorijo hemolitični 4-merni kompleks, 
ki deluje ob zaužitju toksično na komarje vrste A. aegipti (Qureshi in sod., 2014). 
 
Drugi odkriti primer dvokomponentnega citotoksičnega kompleksa je kristalni toksin 
Cry34Ab1 družine egerolizinov izoliran iz bakterije B. thuringiensis (Kelker in sod., 
2014). Za citotoksičnost je poleg egerolizina potreben še protein Cry35Ab1, ki tvori 
pore v membranah celic prebavnega trakta koruznega hrošča Diabrotica virgifera. 
Mehanizem vezave proteina Cry34Ab1 na membrane naj bi bil podoben mehanizmu 
vezave proteina AfIP-1A bakterije A. faecalis (Yalpani in sod., 2017). AfIP-1A, 
nedavno preučen egerolizin, s svojim proteinskim partnerjem AfIP-1B, tako kot 
Cry34/35 bakterije B. thuringiensis, deluje citotoksično na celične membrane koruznega 
hrošča Diabrotica virgifera. 
2.2.2.1 Egerolizina bakterije Paraclostridium bifermentas 
Bakterija P. bifermentas je anaerobna, po Gramu pozitivna bakterija, ki med sporulacijo 
producira biološki insekticid proti komarju vrste A. aegipti. Gre za insekticidni 
kompleks sestavljen iz štirih proteinov, katerih geni sestavljajo operon CryO (Qureshi 
in sod., 2014). Dva od proteinov, Cbm17.1 in Cbm17.2, sta manjša, velika ~17 kDa. 
Glede na aminokislinsko zaporedje slednja proteina uvrščamo v družino egerolizinov 
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(Kelker in sod., 2014; Qureshi in sod., 2014). Druga dva proteina kodirana v operonu 
CryO, Cry16A in Cry17A, sta velika ~70 kDa in jih uvrščamo v družino delta-
endotoksinov. 
 
Qureshi in sod., 2014 so ugotovili, da nobeden od omenjenih štirih proteinov ni 
citotoksičen sam po sebi, ampak šele v kompleksu vseh štirih proteinov. Izolat bakterij z 
genetskim konstruktom z vsemi proteini CryO operona se je izkazal za toksičnega proti 
larvam komarja A. aegipti. Analize istega izolata z nativno PAGE (poliakrilamidna 
gelska elektroforeza) so pokazale liso v velikosti 170 kDa, kar nakazuje na prisotnost 
stabilnega kompleksa, sestavljenega iz štirih proteinov CryO operona bakterije P. 
bifermentas. Ta kompleks je bil specifično toksičen proti določeni vrsti komarja zato 
ima velik potencial v biotehnologiji na področju zoonoz. 
 
 
Slika 4: Tridimenzionalne strukture egerolizinov. Značilna sekundarna struktura egerolizinov je β-
ploskva: (A) protein bakterije B. thuringiensis, Cry34Ab1 (PDB: 4JOX ), (B)  protein bakterije A. 
faecalis, AfIP-1A (PDB: 5V3S), (C) protein glive P. ostreatus, PlyA (PDB: 4OEB). 
2.2.2.2 Egerolizin bakterije Bacillus thuringiensis 
Bakterija B. thuringiensis je znana po tem, da sintetizira insekticidne proteine, ki jih ob 
sporulaciji nalaga v obliki kristalitičnih inkluzij (Adang in sod., 2014). Ti proteini se 
imenujejo kristalni toksini (Cry). Za njih je značilna toksičnost proti specifičnim vrstam 
žuželčjih rodov, kot so metulji (Lepidoptera), dvokrilci (Diptera), hrošči (Coleoptera) in 
kožokrilci (Hymenoptera). Kristal proteina Cry se ob nizkem pH-ju v žuželčjem 
prebavnem traktu raztopi in toksini postanejo aktivni, tako da tvorijo pore v membrane 
celic. Poškodbe celic prebavila zmanjšajo absorbcijo hranil in posledično žuželka strada 
in umre. Insekticidne lastnosti Cry proteinov proti nevretenčarskim škodljivcem se 
uporabljajo v agronomiji  tako, da kultivirajo genetsko modificirane poljske kulture. 
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Večina proteinov Cry vsebuje značilne 3 domene. Dva izmed strukturno atipičnih 
proteinov Cry sta proteina Cry34Ab1 in Cry35Ab1, katerih kodirajoča gena tvorita 
operon (Kelker in sod., 2014). 
 
Pribljižno 14 kDa velik protein Cry34Ab1 je grajen iz ene domene in spada v družino 
egerolizinov. Večji ~44 kDa protein Cry35Ab1 ima dve domeni in spada v družino 
Toxin_10 (Pfam05431), ki ima strukturne značilnosti proteinske družine aerolizinov 
(Butala in sod., 2017). 
Ob prisotnosti obeh proteinov so opazili specifično toksičnost proti koruznemu hrošču 
(Diabrotica virgifera) (Masson in sod., 2004). Predvidevajo, da proteina delujeta 
toksično v obliki dvokomponentnega sistema. 
 
Leta 2014 je bila določena kristalna tridimenzionalna (3D) struktura proteinov 
Cry34Ab1/35Ab1 (Kelker in sod., 2014). Z masno spektrometrijo, kristalografijo, in 
metodo ozkokotnega rentgenskega sipanja (angl. »Small-Angle X-Ray Scattering«, 
SAXS) so pokazali, da sta oba proteina v raztopini stabilna monomera. Cry34Ab1 ima 
strukturo iz dveh β-ploskev, ki sta organizirani v β-sendvič (Slika 4A). Zelo podobne 
strukturne lastnosti imajo tudi nekateri predstavniki aktinoporinov morskih vetrnic, ki 
imajo na N-terminalnem koncu domeno z α-heliksom. Za to domeno je znano, da je 
ključna za porotvorno aktivnost aktinoporinov, saj se ob interakciji s sfingomielinom 
vstavi v membrano (Rojko in sod., 2013). Kot opaženo pri aktinoporinih, Cry34Ab1 
nima α-heliksa na N-terminusu, kar nakazuje na drugačen način delovanja v primerjavi 
z aktinoporini. 
 
Na N-terminalnem koncu ima protein Cry35Ab1 domeno, ki je podobna domeni 
lektinov. Preostali del proteina gradijo β-ploskve sestavljene iz antiparalelnih β-pasov 
(Slika 1B). Poravnava 3D strukture z drugimi proteini v podatkovni zbirki 3D struktur 
proteinov je razkrila visoko podobnost s strukturo proteina bakterije Lysinibacilus 
sphaericus BinB, ki je prav tako v proteinski družini Toxin_10 (Kelker in sod., 2014). 
 
Navkljub dobri strukturni in biofizikalni okarakterizaciji proteinov Cry34Ab1 in 
Cry35Ab1 natančen način toksičnosti in vezavno mesto egerolizina Cry34Ab1 ostajata 
neznana. Zaenkrat o mehanizmu delovanja sklepajo predvsem iz rezultatov poskusa na 
membranskih veziklih (Li in sod., 2013). Vezikle so formirali iz membrane prebavnih 
celic koruznega hrošča in jih inkubirali s proteini Cry34/35. Ugotovili so, da se 
Cry34Ab1 veže na membrano vendar sam po sebi ne deluje porotvorno. Cry35Ab1 tvori 
membranske pore, vendar ima nizko afiniteto do veziklov, ki pa se ob prisotnosti 
proteina Cry34Ab1 dramatično poveča. To nakazuje na tvorbo porotvornega kompleksa 
Cry34Ab1/Cry35Ab1. 
2.2.2.3 Egerolizin bakterije Alcaligenes faecalis 
Dvokomponentni insekticidni kompleks z egerolizinom so odkrili tudi pri po Gramu 
negativni bakteriji A. faecalis (Yalpani in sod., 2017). Sistem vključuje manjšo (17 
kDa) egerolizinsko podenoto AfIP-1A in večjo podenoto AfIP-1B (76 kDa). Gena za 
oba proteina gradita operon. Egerolizin AfIP-1B v kombinaciji s svojim proteinskim 
partnerjem deluje citotoksično proti koruznemu hrošču (Diabrotica virgifera). 
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Predstavniku družine egerolizinov proteinu AfIP-1A so nedavno določili 3D strukturo 
(Yalpani in sod., 2017). Protein v kristalni obliki tvori dimer, kjer je vsak monomer 
sestavljen iz α-heliksa na N-terminalnem koncu in dveh β-ploskev, ki tvorita β-sendvič 
(Slika 4B). S superpozicijo struktur AfiP-A1 in Cry34Ab1 so odkrili visoko strukturno 
podobnost med proteinoma, za razliko od njune nizke podobnosti na aminokislinskem 
nivoju (16%). B podenota, AfIP-1B, ni uvrščena v nobeno družino proteinov.  
 
Egerolizin AfIP-1B samo v kombinaciji s svojim proteinskim partnerjem deluje 
citotoksično proti koruznemu hrošču (Diabrotica virgifera) (Yalpani in sod., 2017). 
Deluje na podoben način kot egerolizin Cry34Ab1 in njegov partner pri bakteriji B. 
thuringiensis, kar so podprli s strukturno podobnostjo med egerolizinoma Cry34Ab1 in 
AfIP-1A, ter s študijo kompetitivne vezave proteinov na membranske vezikle iz 
membrane prebavnih celic koruznega hrošča (Yalpani in sod., 2017). V isti raziskavi so 
toksičnost proteinov AfIP-1A/ AfIP-1B testirali tudi na ličinkah koruznega hrošča, kjer 
se je izkazalo, da so hrošči z rezistenco na Cry34Ab1/ Cry35Ab1 odporni tudi proti 
proteinom AfIP-1A/ AfIP-1B. 
2.3 BAKTERIJSKI EGEROLIZINI KOT KOMERCIALNI INSEKTICIDI 
Bakterijske proteine z insekticidnimi lastnostmi se uporablja za pripravo genetsko 
modificiranih poljščin že več kot 15 let (Yalpani in sod., 2017). Med uporabljanimi 
insekticidi je tudi nekaj predstavnikov družine egerolizinov s svojimi proteinskimi 
partnerji. Egerolizin Cry34Ab1 v kombinaciji s svojim proteinskim partnerjem 
Cry35Ab1 bakterije B. thuringiensis se za pripravo genetsko modificiranih organizmov 
(GMO) uporablja že od leta 2002 (Marra in sod., 2012). Odlikuje ga selektivno 
insekticidno delovanje proti koruznemu hrošču (Diabrotica virgifera virgifera), ki velja 
za trdovratnega škodljivca po celem svetu. Način zaščite pridelka s pomočjo GMO ni 
privlačen le iz komercialnega vidika ampak tudi iz ekološkega, saj se na ta način lahko 
izognemo uporabi konvencionalnih insekticidov, ki so škodljivi za naravo (Marra in 
sod., 2012). Pred kratkim so opazili pojavljanje prvih populacij hroščev z razvito 
odpornostjo proti Cry34/35 proteinom (Gassmann in sod., 2011; Jakka in sod., 2016), 
posledično je pomembno, da pridobimo alternate proteinom Cry bakterije B. 
thuringiensis. Med znanimi bakterijskimi egerolizini, ki veljajo za potencialne 
insekticidne kandidate, je protein SlinAg bakterije S. linguale. 
2.4 EGEROLIZIN BAKTERIJE SPIROSOMA LINGUALE 
Bakterija S. linguale je prostoživeča in nepatogena po Gramu negativna bakterija. Spada 
v družino Cytophagaceae, deblo Bacteroidetes. Njeno rodovno ime »Spirosoma« se 
nanaša na njeno nenavadno zvito morfologijo celic, ki so v obliki spirohet, podkev in 
prstanov (Lail in sod., 2010) (Slika 5). Bakterija je bila izolirana iz različnih okolij 
(laboratorijska vodna kopel, vodnjak, permafrost, močvirja) z lokacij po svetu 
(Kalifornija, Norveška, Južna Koreja). 
 
Genom bakterije S. linguale je bil v celoti sekveniran in anotiran leta 2010 v sklopu 
projekta Genomska enciklopedija bakterij in arhej (GEBA) (Lail in sod., 2010). 
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Sekvenca gena za protein SlinAg je pokazala določene genetske karakteristike, ki so 
značilne za gene egerolizinov z insekticidnimi lastnostmi. Operon, na katerem se nahaja 
gen za SlinAg (430 bp), vsebuje tudi zapis za hipotetični protein (2300 bp), ki bi lahko 
bil njegov partnerski protein, komponenta B. 
 
 
Slika 5: Fotografija celic bakterije S. linguale. Fotografija je narejena z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom. Celice so v obliki spirohet, podkev in prstanov (Lail in sod., 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30% akrilamid/bis-akrilamid, 19:1 Bio-Rad ZDA 
1,4-Ditiotreol (DTT) Fluka Francija 
Agar Formedium VB 
dikalijev hidrogenfosfat (K2HPO4) Kemika Hrvaška 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
agaroza Nippon Genetics 
Europe 
Japonska 
natrijev dodecil sulfat (NaDS), SOB-Medij Roth Nemčija 
amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8 ) Serva Nemčija 
2-Merkapto-etanol, 5-sulfosalicilna kislina dihidrat, ampicilin, 
kloramfenikol, borova kislina, DNAaza, glicin, Ni-NTA kroglice, 
Ponceau S, TEMED (N,N,N´,N'- N,N,N´,N'-
tetrametiletillendiamin), Triton X-100, Trizma® base (2-amino-
2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol), Tween 20, imidazol, Izopropil-
-D-tiogalaktopiranozid (IPTG), GdnHCl (gvanidinijev 
hidroklorid), RNAza (R4875 Ribonukleaza A), 4-kloro-1-naftol 
Sigma ZDA 
2-propanol, citrat monohidrat, EDTA (etilendiamintetraocetna 
kislina), kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4), natrijev dodecil 
sulfat (NaDS), natrijev hidrksid (NaOH), natrijev hidrogenfosfat 
(NaH2PO4 x 2H2O), glicerol,  
natrijev klorid (NaCl), ocetna kislina (CH3COOH), 
tris-HCl (2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiol hidroklorid), 
β-merkaptoetanol, urea, vodikov 
peroksid (H2O2) 
Merck Nemčija 
acetonitril, nanašalni pufer za agarozno elektroforezo 'DNA Gel 
Loading Dye', lestvice za agarozno elektroforezo 'GeneRuler 1 kb 
DNA Ladder', lestvica za NaDS-PAGE 'Novex™ Sharp Pre-
stained Protein Standard', nanašalni pufer za NaDS-PAGE 
'NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X)', pufra za NaDS-PAGE 
'NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (20X)', 'NuPAGE™ 
MOPS SDS Running Buffer (20X)', nanašalni pufer za agarozno 
elektroforezo 'Orange DNA Loading Dye', lestvica za NaDS-
PAGE 'PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 
kDa', barvilo za NaDS-PAGE 'SimplyBlue™ SafeStain', zeleni 
pufer za restrikcijo '10X FastDigest Green Buffer', ligacijksi 
pufer '5X rapid ligation buffer', pufer za restrikcijo '10X 
FastDigest buffer', endonukleaza 'FastDigest NdeI', endonukleaza 
'FastDigest XhoI', T4 DNA ligaza 
Thermo Fisher 
Scientific 
ZDA 
aceton, etanol (96%, 100%), kloroform, metanol Carlo Erba Italija 
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3.1.2 Raztopine 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih raztopin 
Raztopine Sestava 
Barvilo Coomassie 0,1% (m/V) Coomassie blue, 40% (V/V) MeOH, 1% 
(V/V) ocetna kislina 
NaDS ločevalni gel, 10%  0,3 mL akrilamid, 1,767 dH2O, 750 µL 0.5 M Tris, 30 µL 
10% NaDS, 150 µL 1.5% APS, 1,5 µL 1,5% TEMED 
NaDS nanašalni gel 1,25 mL akrilamid, 2,837 dH2O, 625 µL 3 M Tris, 33,5 
µL 10% NaDS, 250 µL 1,5% APS, 5 µL 1,5% TEMED 
Raztopina za razbarvanje Coomassie 7,5% (V/V) ocetna kislina, 10% (V/V) etanol 
Peroksidazni substrat pri imunobarvanju 81,9% (V/V) pufer za razvijanje, 0,49% 
(m/V) 4-kloro-1 naftol, 16% (V/V) mL 
metanol, 0,98% (V/V) H2O2 
 
3.1.3 Pufri 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih pufrov 
Pufer Sestava 
Pufer za homogenizacijo Pufer za lizo, lizocim 0,5 mg/mL,RNaza 20 
mg/mL, benzamidin 1mM, proteazni inhibitor 
AEBSF 0,5mM; pH 8,0 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM imidizol; 
pH 8,0 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 20mM imidizol; 
pH 8,0 
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4, 300mM NaCl, 250mM 
imidizol; pH 8,0 
Pufer 1 za resuspendiranje inkluzijskih teles 20 mM TrisHCl; pH 8 
Pufer 2 za resuspendiranje inkluzijskih teles 20 mM TrisHCl, 0,5M NaCl, 2% Triton x-100, 2M 
urea,; pH 8,0 
Pufer 3 za resuspendiranje inkluzijskih teles 20 mM TrisHCl, 0,5M NaCl, 2% Triton x-100; pH 
8,0 
Pufer za raztapljanje inkluzijskih teles 20 mM TrisHCl, 0,5M NaCl, 6 M Gdn-HCl, 5mM 
imidazol, 5mM β-ME, 5% glicerol; pH 8,0 
Pufer za renaturacijo proteina 20 mM TrisHCl, 0,5M NaCl, 5mM imidazol, 5mM 
β-ME, 5% glicerol; pH 8,0 
Dializni pufer 20 mM TrisHCl, 140mM NaCl; pH 8,0 
Fosatni pufer  6,15 % (V/V) 1M K2HPO4, 3,85% (V/V) 1 M 
KH2PO4, 0,2 M NaCl; pH 7,0 
Tris 0,02 M, 0,05 M, pH 8.0 
NaDS-PAGE nanašalni pufer  20 mM Tris-HCl (pH 8,0), 5% NaDS (m/v), 2 mM 
EDTA, 10% glicerol (v/v), 0,2% Coomassie 
Brilliant Blue (m/v) 
NaDS elektroforezni pufer 3,03 % (m/V) Tris, 14,4% (m/V) glicin, 1% (m/V) 
NaDS) 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 3: Seznam uporabljenih pufrov 
Pufer Sestava 
Pufer za prenos na PVDF membrano 20% (V/V) MeOH, 1% (V/V) NaDS 
TBS 10 mM Tris, 1,5 M NaCl; pH 7,4 
TBST 10 mM Tris, 1,5 M NaCl, 0,1% (V/V) Tween-20; 
pH 7,4 
Pufer za razvijanje PVDF membrane 137 mM NaCl, 0,72 mM NaH2PO4, 25 mM 
Tris 
3.1.4 Kompleti 
Preglednica 4: Seznam uporabljenih kompletov 
Komplet Proizvajalec Država 
Standard govejega serumskega albumina za določanje koncentracije 
proteinov 'Pierce™ Bovine Serum Albumin Standard Pre-Diluted Set' 
Bio-Rad ZDA 
Kompleta za verižno reakcijo s polimerazo 'Vent® DNA Polymerase' New England 
Biolabs 
ZDA 
Komplet za ligacijo linearnih fragmentov DNA v plazmid 
pJET1.2/blunt 'CloneJET PCR Cloning Kit', Dnaza I (EN0521), 
komplet z osnovno zmesjo za verižno reakcijo s polimerazo 
'DreamTaq Green PCR Master Mix', komplet za izolacijo DNA iz 
agaroznega gela 'GeneJET Gel Extraction Kit', komplet za izolacijo 
plazmidov 'GeneJET Plasmid Miniprep Kit', komplet za čiščenje 
linearnih fragmentov DNA 'GeneJET PCR Purification Kit', komplet 
za določanje koncentracije proteinov 'Pierce™ BCA Protein Assay Kit' 
Thermo Fisher 
Scientific 
ZDA 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
Preglednica 5: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
aparatura za agarozno elektroforezo 
Amersham 
Pharmacia Biotech VB 
elektroforezni aparat Mini submarine unit   
usmernik EPS 1001   
aparatura za NaDS-PAGE in prenos western Bio-Rad ZDA 
elektroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra System   
enota za prenos western Mini Trans-Blot®   
usmernik PowerPac 1000   
usmernik PowerPac HC   
aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf Nemčija 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene VB 
avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
dializna membrana Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO 6-8 000 
Spectrum 
Laboratories ZDA 
   
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
hladilnik +4 °C Gorenje Slovenija 
hladilnik -20 °C Liebherr Nemčija 
hladilnik -80 °C Ultra Low Sanyo Japonska 
kolona NiNTA Superflow Qiagen Nemčija 
kiveta za snemanje CD-spektra UV 110 QS Hellma Analytics Nemčija 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
mikročitalec BioTek Cytation 3 
Thermo Fisher 
Scientific ZDA 
mikročitalec Dynex MRX Dynex technologies ZDA 
mikročitalec Infinite® F Nano+ Tecan Trading AG Švica 
mikrotitrne plošče, črne, 96 jamic, ravno dno, Costar Fisher Scientific ZDA 
mikrovalovna pečica Gorenje Gorenje Slovenja 
pH-meter SevenMulti™ Mettler Toledo Švica 
PVDF membrana Immobilon-PSQ (0.2 µM) Merck Nemčija 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization water bath 
Stovall life sciences 
Inc. ZDA 
sistem za koncentriranje DNA miVac DUO concentrator Genevac SP Scientific ZDA 
primarna protitelesa (mišja, anti-his) 
Thermo Fisher 
Scientific ZDA 
sekundarna protitelesa (kozja, anti-mouse) 
Thermo Fisher 
Scientific ZDA 
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
spektrofotometer NanoDrop 1000 
Thermo Fisher 
Scientific ZDA 
spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu Japonska 
spektrofotometer Shimadzu UV-2101 PC Shimadzu Japonska 
stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
tehtnica  L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
 
3.1.6 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 6: Seznam začetnih oligonukleotidov uporabljenih v študiji. 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 
SLeg_U 5′-CGCCATATGGCATATTCAGAATGG-3′ 
SLeg_D 5′-GCGCTCGAGTAATAACTTTACA-3′ 
SLD_U 5'-CGCCATATGAGTAAAACAGCAAG-3' 
SLD_D 5'-GCGCTCGAGGGGGTGGGGCTTTCC-3' 
Ag2_U 5'-CTGCCGGGCGGTTTTATAGAGCTTATTTTCTTGCTC-3' 
Ag2_D 5'-GAGCAAGAAAATAAGCTCTATAAAACCGCCCGGCAG-3' 
3.1.7 Gojišča 
Medij LB (10 g/L kazeinski hidrolizat, 5 g/L kvasni ekstrakt, 10 g/L NaCl). 
 Po potrebi z antibiotiki v končni koncentraciji: 
 100 g/mL ampicilin (LBAmp) 
 25 ug/mL kloramfenikol (LBCm) 
 100 g/mL ampicilin + 25 g/mL kloramfenikol (LBAmpCm) 
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Agarne plošče  
Pred avtoklaviranjem dodamo 15 g agarja na liter medija LB. V zmerno ohlajen medij 
(50 °C), po potrebi dodamo antibiotike in vlijemo v sterilne petrijevke. 
3.1.8 Plazmidi 
 pJET1.2/blunt, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
 pET-21b (+), Novagen, Nemčija 
3.1.9 Bakterijski sevi 
Vir sevov je Novagen (Merck, ZDA): 
 E. coli DH5α (F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 
φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK–mK+), λ–) 
 E. coli BL21(DE3)-pLysE (F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) λ(DE3)) 
3.1.10 Genomska DNA bakterije Spirosoma linguale 
Genomsko DNA bakterije S. linguale smo pridobili iz zbirke mikroorganizmov in 
celičnih kultur inštituta Leibniz DSMZ (German collection of Microorganisms and Cell 
Cultures).  
3.2 METODE 
3.2.1 Bioinformatske analize 
3.2.1.1 Primerjava zaporedij egerolizinov bakterij 
Poravnali smo  aminokislinska zaporedja egerolizinov iz bakterij. V poravnavo smo 
vključili vse sekvence bakterijskih egerolizinov, ki tvorijo seme HMM modela zbirke 
Pfam 31.0 in bakterijske proteine uvrščene v Pfam družino egerolizinov na podlagi 
doseganja kriterija HMM modela. Preostale sekvence v poravnavi smo izbrali s 
pomočjo orodja BlastP (Altschul in sod., 1990), zaporedja smo iskali po nepresežni 
podatkovni zbirki proteinov (Edgar in sod., 2002), kjer smo za sondo uporabili 
sekvenco egerolizina SlinAg bakterije S. linguale in uporabili kriterije za homologijo 
zaporedja vsaj 30% identična in vrednost e nižja od 10-10. Vse sekvence smo prenesli v 
zapisu FASTA s podatkovne zbirke »Protein« strežnika NCBI. Poravnave 
aminokislinskih zaporedij in izris okvirne razdalje med organizmi smo naredili z 
orodjem ClustalW (Goujon in sod., 2010). 
3.2.1.2 Tabela homologov proteina SlinB 
Homologe komponente B bakterije S. linguale smo določili s primerjavo proteina SlinB 
z aminokislinskimi sekvencami v nepresežni podatkovni zibrki proteinov strežnika 
NCBI s pomočjo orodja BlastP. V tabelo smo vključili vse relevantne bakterijske 
sekvence s kriterijem za homologijo zaporedja vsaj 35% identičnost, 88% pokritost in 
vrednost e nižja od 10-100. 
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3.2.1.3 Modeliranje 3D strukture proteina SlinB 
3D strukturo proteina SlinAg smo s pomočjo Swiss-model strežnika izdelali na podlagi 
eksperimentalno določene strukture  proteina AfIP-1A bakterije A. faecalis s sekvenčno 
identičnostjo do SlinAg 43,85% (Guex in sod., 1997). Model strukture  smo 
vizualizirali in predstavili s programom PyMOL (DeLano, 2002). 
3.2.2 Priprava genetskih konstruktov 
3.2.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Izbrana gena za protein SlinAg ali SlinB ali operon z zapisom za SlinAgB smo 
pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo s kombinacijo začetnih oligonukleotidov 
(Preglednica 7). Kot matrično DNA smo uporabili kromosomsko DNA bakterije S. 
linguale. V Preglednici 9 je naveden potek PCR. Pri programu PCR reakcije smo 
prilagajali dolžino časa stopnje podaljševanja glede na dolžino fragmenta; ~430 bp gen 
za SlinAg – 30 s, ~2300 bp gen za  SlinB – 150 s, ~2730 bp gen za SlinAgB – 180 s. 
Preglednica 7: Seznam kombinacij začetnih oligonukleotidov uporabljenih v PCR reakcijah. 
Fragment Začetni oligonukleotid 1 Začetni oligonukleotid 2 
SlinAg SLeg_U SLeg_D 
SlinB SLD_U SLD_D 
SlinAgB SLeg_U SLD_D 
Preglednica 8: Reakcijske zmesi posamezne 50 µL PCR reakcije. 
Sestavina Volumen [µL] 
DNA polimeraza Vent 1 
DNA 0.5 
Začetni oligonukleotid 1 1 
Začetni oligonukleotid 2 1 
MQ 39.5 
10X pufer 'Thermo polimerase buffer' 5 
10 mM dNTP 2 
Preglednica 9: Nastavitve programa PCR reakcije. 
Korak T[°C] t[s] Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 120 1 
Korak T[°C] t[s] Število ciklov 
Denaturacija 95 30 30 
Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
55 30 
Podaljševanje 72 30/150/180 
Končno podaljševanje 72 600 1 
Ustavitev 4 ∞ 1 
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3.2.2.2 Agarozna elektroforeza 
Agarozno elektroforezo smo uporabili za analizo uspešnosti pomnoževanja DNA 
fragmentov. Pri agarozni elektroforezi negativno nabiti DNA fragmenti potujejo skozi 
agarozni gel v električnem polju ter se ločijo po velikosti, saj manjše molekule potujejo 
hitreje od velikih. 
 
Pripravili smo 1% agarozni gel, tako, da smo z uporabo mikrovalovne pečice v 
erlenmajerici segreli zmes 40 mL 0,5X pufra TBE in 0,4 g agaroznega gela. Gel smo 
med segrevanjem občasno premešali in agarozo popolnoma raztopili. Nato smo gel 
ohladili pod curkom mrzle vode, dodali snov za UV vizualizacijo DNA etidijev bromid 
(EtBr) (0,025 ng/mL), ki interkalira z DNA in gel razlili v nosilec z glavnički. 
Elektroforezo smo gnali v 0,5X TBE pufru pri stalni napetosti 112 V in toku 54 mA od 
30 do 60 minut. Za odčitovanje velikosti fragmentov smo nanesli v eno izmed jamic 1 
kb DNA lestvico (Thermo Scientific). Gel smo analizirali z aparaturo G:BOX 
(Syngene) s programom GeneSnap. 
3.2.2.3 Čiščenje fragmentov z metodo izrezovanja iz agaroznega gela 
PCR pomnožke je bilo potrebno očistiti nespecifičnih fragmentov, ki so nastali med 
pomnoževanjem. Prav tako je treba odstraniti snovi prisotne v PCR reakcijski mešanici 
(začetni oligonukleotidi, pufer), saj lahko motijo nadaljnje korake kloniranja. 
 
PCR pomnožke smo očistili z metodo izrezovanja iz agaroznega gela. Po ločevanju 
fragmentov PCR reakcije z agarozno elektroforezo, smo liso z ustrezno velikostjo s 
skalpelom izrezali iz gela ob pomoči UV trasiluminatorja. Nato smo DNA izolirali s 
kitom »GeneJET Gel Extraction Kit« in sledili navodilom proizvajalca (Thermo 
Scientific). 
3.2.2.4 Priprava gena za protein SlinAg s kitom za kloniranje v vektor pJET 
Očiščen PCR pomnožek gena za protein SlinAg smo vstavili v komercialni vektor 
pJET1.2/blunt s kitom »CloneJET PCR Cloning Kit« (Thermo Scientific). Sledili smo 
protokolu za kloniranje fragmentov z lepljivimi konci po navodilih proizvajalca 
(Thermo Scientific). Transformacijo smo izvedli s kitom »TransformAid Bacterial 
Transfomation Kit« (Thermo Scientific) (Glej točko 3.2.2.9.2) in plazmid izolirali s 
kitom »GeneJET Plasmid Miniprep Kit« (Thermo fisher scientific) (Glej točko 
3.2.2.10). 
3.2.2.5 Restrikcija fragmentov in čiščenje 
Z restrikcijo smo želeli pridobiti fragmente genov za proteine SlinAg ali SlinB ali  
SlinAgB z lepljivimi konci ustreznimi za ligacijo v vektor pET-21b. 
 
Očiščene PCR pomnožke genov za protein SlinB ali za proteina SlinAgB smo rezali v 
20 µL reakcijski zmesi (Preglednica 10) 15 minut pri 37 °C. Nato smo jih očistili s 
kitom »GeneJET PCR purification kit« (Thermo Scientific), kjer smo protein eluirali v 
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25 µL elucijskega pufra. Na ta način smo se znebili rezanih nukleotidov in zamenjali 
restrikcijski pufer z elucijskim pufrom, ki je ustreznejši za nadaljnji postopek ligacije. 
Preglednica 10: Sestavine restrikcijske mešanice 
Sestavina Volumen [µL] 
DNA (100 ng/ µL) 16 
Endonukleaza NdeI 1 
Endonukleaza XhoI 1 
10X pufer 'FD green buffer' 2 
 
Rezan fragment gena za protein SlinAg smo pripravili z restrikcijo plazmida 
pJET1.2/blunt, v katerega smo predhodno klonirali fragment gena za SlinAg. Po 
restrikciji smo fragment od rezanega plazmida ločili na agarozni elektroforezi in 
fragment očistili s kitom za izolacijo iz gela (glej točko 3.2.2.3). 
3.2.2.6 Priprava vektorja pET-21b 
Plazmid pET-21b je bakterijski ekspresijski vekor, ki smo ga uporabili pri kloniranju 
fragmentov z geni za SlinAg ali SlinB ali SlinAgOP. 
3.2.2.7 Restrikcija plazmida 
Plazmid pET-21b smo rezali (glej preglednica 11) in očistili z izrezovanjem iz 
agaroznega gela (glej 3.2.2.3). 
3.2.2.8 Ligacija 
Ligacijo fragmentov v plazmid pET-21b smo izvedli v 10 µL reakcijskih mešanicah 
(Preglednica 11) z 20-minutno inkubacijo pri 23 °C. Približno molarno razmerje med 
vektorjem in fragmentom v reakciji, ki smo ga ocenili na podlagi svetlosti lis na 
agaroznem gelu, je bilo vektor:fragment = 1:3. Naredili smo tudi kontrolno ligacijsko 
mešanico, kjer smo DNA fragment nadomestili s sterilno destilirano vodo. 
Preglednica 11: Sestavine ligacijske mešanice. 
Sestavina Volumen [µL] 
DNA ligaza T4 0,5 
5X pufer 'rapid ligase' 2 
DNA fragment 6 
Vektor (rezani plazmid pET-21b) 1,5 
3.2.2.9 Transformacija 
Sev bakterije E. coli DH5α je primeren za transformacijo, saj ima načrtno okvarjene 
določene popravljalne mehanizme, kar poveča stabilnost DNA. Prav tako sev ne 
vsebuje zapisa za določene endonukleaze, ki bi lahko razrezale vstavljen plazmid. 
3.2.2.9.1 Tranformacija z ligacijsko mešanico v kompetentne celice  
V sterilnih pogojih in na ledu smo dodali 5 µL ligacijske mešanice v centrifugirke s 50 
µL na ledu odtaljenih kompetentnih celic DH5α. Centrifugirke smo inkubirali na ledu 
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30 minut in nato nad celicami izvedli temperaturni šok 45 s pri 42 °C. Nato smo 
centrifugirke prestavili na led za 2 minuti in dodali pri 37 °C segreto gojišče LB. 
Centrigugirke smo eno uro ob stresanju inkubirali pri 37 °C, ter jih nato 5 minut 
centrifugirali na 5000 rpm. Gojišče smo odlili in usedlino resuspendirali v 100 µL 
gojišča, ki smo ga nato nanesli na ploščo s selekcijskim agaroznim gojiščem LBAmp in 
s stekleno spatulo razmazali do suhega. Ploščo smo inkubirali čez noč pri 37 °C. 
 
Uspešnost transformacije smo ocenili z referenčno transformacijo s kontrolno ligacijsko 
mešanico. Ob uspešni tranformaciji smo pričakovali na ploščah veliko več kolonij, kot 
na plošči s kontrolno ligacijo. 
3.2.2.9.2 Transformacija s kitom 
Kit »TransformAid Bacterial transformation Kit« (Thermo Scientific) omogoča hitro 
pripravo kompetentnih celic in transformacijo ob enem. Pri transformaciji smo uporabili 
nekompetentne celice bakterije E. coli seva DH5α in sledili protokolu za 
transformiranje iz bakterijskih kolonij po navodilu proizvajalca (Thermo Scientific). 
3.2.2.9.3 Transformacija za namnoževanje plazmida 
Za namnoževanje plazmida smo sledili že opisanemu protokolu (Glej 3.2.2.9.1), kjer 
smo namesto 5 µL ligacijske mešanice dodali v centrifugirke s 50 µL kompetentnih 
celic 1 µL izoliranega plazmida. 
3.2.2.10 Izolacija plazmida 
Izbrali smo nekaj transformant in jih sterilno precepili na sveže plošče. Nato smo iz 
vsake precepljene transformante naredili tekočo prekonočno kulturo v 10 mL LB z 
dodanim ampicilinom. Iz prekonočnih kultur smo s kitom »GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit« (Thermo fisher scientific) izolirali plazmide. 
3.2.2.11 Preverjanje uspešnosti ligacije z restrikcijo 
Uspešnost ligacije smo preverili tako, da smo vsak izoliran plazmid rezali 15 minut pri 
37 °C z nukleazami ter nato restrikcijsko mešanico (Preglednica 12) nanesli na agarozni 
gel. Test z restrikcijo potrdi uspešnost ligacije, če sta na gelu dve lisi; lisa odprtega 
plazmida in lisa izpadlega fragmenta. 
Preglednica 12: Sestavine restrikcijske mešanice za preverjanje uspešnosti ligacije. 
Sestavina Volumen [µL] 
Plazmid (25-100 ng/ µL) 4,2 
Endonukleaza NdeI 0,7 
Endonukleaza XhoI 0,7 
10X pufer 'FD green buffer' 1,4 
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3.2.2.12 Sekveniranje po Sangerju 
Plazmide z vstavljenimi fragmenti smo poslali na sekveniranje po Sangerju 
(Microsynth, Švica). S tem smo preverili točnost zaporedja vstavljenih sekvenc, saj v 
procesu kloniranja lahko pride do mutacij. 
3.2.2.13 Popravljanje mutacije v pSlinAg s kitom 
Rezultati sekveniranja so pokazali eno točkovno mutacijo na fragmentu v plazmidu 
pSlinAg. Na 332 mestu sekvence je prišlo do substitucije nukleotidov. 
 
Mutacijo smo popravili s kitom za uvajanje točkovnih mutacij »QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit« (Stratagene). Primerje Ag2_U in Ag2_D smo konstruirali po 
navodilih proizvajalca (Stratagene). PCR in transformacijo smo izvedli v skladu z 
navodili proizvajalca (Stratagene). 
3.2.2.14 Plazmidne mape genetskih konstruktov 
Plazmidne mape konstruktov smo izrisali v programu SerialCloner 2-6-1. Na slikah 6 - 
8 so prikazane mape plazmidnih konstruktov izdelanih v tej nalogi. 
 
 
Slika 6: Mapa plazmida pSlinAg. Fragment z genom za SlinAg pod kontrolo promotorja T7 leži navzgor 
od zaporedja za repek iz šestih histidinov (6His), ki je znotraj bralnega okvirja z genom za protein 
SlinAg. Na plazmidni mapi sta označeni še mesti začetka podvojevanja (ORI F1, ORI pBR322) in gen za 
odpornost proti antibiotiku ampicilinu. Plazmidni konstrukt je velik 5772 bp. 
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Slika 7: Mapa plazmida pSlinB. Fragment z genom za SlinB pod kontrolo promotorja T7 leži navzgor od 
zaporedja za repek iz šestih histidinov (6His), ki je znotraj bralnega okvirja z genom za protein SlinB. Na 
plazmidni mapi sta označeni še mesti začetka podvojevanja (ORI F1, ORI pBR322) in gen za odpornost 
proti antibiotiku ampicilinu. Plazmidni konstrukt je velik 7602 bp. 
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Slika 8: Mapa plazmida pSlinAgB. Fragment z genoma za SlinAg in SlinB pod kontrolo promotorja T7 
leži navzor od zaporedja za repek iz šestih histidinov (6His), ki je znotraj bralnega okvirja z genom za 
proteina SlinAg in SlinB. Na plazmidni mapi sta označeni še mesti začetka podvojevanja (ORI F1, ORI 
pBR322) in gen za odpornost proti antibiotiku ampicilinu. Plazmidni konstrukt je velik 8010 bp. 
3.2.3 Sinteza rekombinantnih proteinov 
Rekombinantne proteine smo sintetizirali v bakterijskem sevu E. coli BL21(DE3)-
pLysE, ki ob dodatku snovi IPTG začno izražati gene lambd faga DE3, prepis gena za  
T7 polimerazo. Prav tako nosi ta bakterijski sev tudi  plazmid pLysE, ki konstitutivno 
izraža gen za lizocim T7, ki blokira RNA polimerazo T7 in na ta način prepreči bazalno 
prepisovanje gena iz plazmida pET-21b. To je uporabno, ko pričakujemo, da ima 
izražen protein toksične lastnosti za producirajočo bakterijo. 
3.2.3.1 Transformacija ekspresijskih plazmidov v bakterijski sev 
Plazmide pSlinAg, pSlinB in pSlinAgB smo transformirali v kompetentne celice seva E. 
coli BL21(DE3)-pLysE po postopku opisanem v 3.2.2.9.3, selekijo smo zagotovili na 
ploščah LBAmpCm. 
3.2.3.2 Sinteza rekombintantnega proteina SlinAg 
Celice BL21(DE3)-pLysE s plazmidom pET-21b z vključkom za protein SlinAg smo 
precepili v 10 mL tekočega gojišča LB z dodanim ampicilinom (Amp) in 
kloramfenikolom (Cm) ter kulturo gojili preko noči pri 37 °C s stresanjem 180 obratov 
na minuto. 10 mL prekonočne kulture smo prenesli v 400 mL gojišča LB z dodanim 
Amp in bakterije gojili do optične gostote pri 600 nm (OD600) vrednosti 0,5. Nato smo 
inducirali prepis genov za rekombinantni protein z dodatkom 0,8 mM IPTG in kulturo 
gojili s stresanjem čez noč pri 21 °C. 
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3.2.3.3 Sinteza rekombintantnega proteina SlinB ali proteinov SlinAgB 
Sledili smo protokolu opisanem v točki 3.2.3.1, s tem da smo po indukciji z IPTG gojili 
celice s stresanjem 4 ure pri 37 °C. 
3.2.3.4 Preverjanje sinteze proteina z NaDS-PAGE  
Vzorec celic bakterij z ekspresijskim plazmidom smo vzeli pred in po indukciji z IPTG. 
1 mL kulture z optično gostoto OD600 = 0,5 smo centrifugirali in usedlino resuspendirali 
v nanašalnem pufru LD z dodanim DTT (Preglednica 13). Vzorce smo nato inkubirali v 
vreli vodi 5 minut in jih po 15 µL nanesli na NaDS-PAGE (točka 3.2.3.5). 
Preglednica 13: Sestavine mešanice za nanos celičnega lizata na NaDS-PAGE. 
Sestavina Volumen [µL] 
Celični lizat / 
DTT 10 
Nanašalni pufer (LD) 10 
MQ 20 
 
3.2.3.5 NaDS-PAGE  
NaDS-PAGE smo uporabljali za preverjanje uspešnosti sinteze rekombianntnih 
proteinov in za analizo čistosti izoliranih proteinov. 
 
NaDS-PAGE je metoda, ki se najpogosteje uporablja za analizo izoliranih proteinov. 
Anionski detergent natrijev dodecilsulfat (NaDS) proteine denaturira in jih negativno 
nabije. Proteini nato potujejo skozi poliakrilamidni gel v električnem polju, kjer se 
molekule ločijo po velikosti. 
 
Med plošči vpeti v nosilec smo do treh četrtin višine plošč najprej vlili ločitveni gel 
(Preglednica 15), potem pa nadplastili površino akrilamida s propanolom, ki prepreči 
izsuševanje gela med 30-minutno polimerizacijo. Nato smo odlili propanol in med 
plošči vlili še ločevalni gel (Preglednica 14), vstavili glavniček ter počakali 30 minut, da 
je gel polimeriziral. 
Preglednica 14: Reagenti za pripravo 12% poliakrilamidnega gela za NaDS-PAGE 
Reagent Ločitveni gel; Volumen [µL] Sklopitveni gel; Volumen [µL] 
30% akrilamid 3000 600 
3 M Tris-HCl 1250  
0.5 M Tris-HCl  1500 
10% NaDS 67 60 
1.5% amonijev persulfat (APS) 500 300 
TEMED 10 6 
Destilirana voda 5173 3534 
 
Gel smo vstavili v nosilec za elektroforezo, ki smo ga vstavili v plastično posodo. V 
nosilec in posodo smo do oznake nalili 1X NaDS pufer. Nato smo odstranili glavniček 
in v jamice nanesli proteinske vzorce z nanašalnim pufrom (preglednica 15). Za 
proteinske markerje smo uporabili lestvico »PageRuler Prestained protein Ladder« 
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(Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je potekala pri napetosti 180 V z začetnim 
tokom 125 mA 45 minut. 
Gele smo barvali z barvilom Coomassie. 
 
Gele smo analizirali in slikali pri beli svetlobi z aparaturo G:BOX (Syngene) in 
vizualizirali v programu GeneSnap. 
Preglednica 15: Sestavine mešanice za nanos proteinskih vzorcev na NaDS-PAGE. 
Sestavina Volumen [µL] 
Proteinski vzorec 10 
DTT 1,5 
Nanašalni pufer 3,5 
 
3.2.4 Izolacija rekombinantnega proteina 
Iz celic s plazmidom pSlinB ali pSlinAgB smo proteine poskušali pridobiti iz 
inkluzijskih telesc, z raztapljanjem inkluzijskih teles in renaturacijo proteina (Točka 
3.2.4.3). 
 
Protein SlinAg smo pri nativnih pogojih izolirali z afinitetno kromatografijo (točka 
3.2.4.4) iz supernatanta homogeniziranih celic. 
3.2.4.1 Pobiranje biomase 
Po sintezi proteina (točki 3.2.3.2 in 3.2.3.3) smo celično kulturo centrifugirali 10 minut 
pri 4 °C pri 6000 rpm. Usedlino biomase smo na ledu sprali s 25 mL ledene fiziološke 
raztopine (NaCl) in zopet centrifugirali 10 min pri 4 °C pri 6000 rpm. Biomaso smo 
shranili pri -20 °C. 
3.2.4.2 Homogenizacija celic 
Celice smo z vibracijskim mešalom resuspendirali v 2 mL pufra za homogenizacijo na 
gram biomase in zmes s stresanjem inkubirali 1 h pri 4 °C. Nato smo vzorec 10 minut 
sonicirali na ledu s programom 10 s vklopljeno/20 s izklopljeno pri 40% amplitudi. 
Vzorec smo nato centrifugirali 30 minut pri 4 °C pri 20.000 rpm. Usedlino in 
supernatant smo ločeno shranili pri -80 °C. 
3.2.4.3 Izolacija proteina iz inkuluzijskih teles 
3.2.4.3.1 Spiranje inkluzijskih teles 
Usedlino homogeniziranih celic smo resuspendirali v Pufru 1 (3 mL/g usedline) in 
sonicirali na ledu (amplituda 40%, 3 minute, 20 s vklopljeno/ 40 s izklopljeno). Nato 
smo vzorec centrifugirali 20 min pri 4 °C pri 17.000 rpm in supernatant varno zavrgli. 
Usedlino smo nato resuspendirali v Pufru 2 (5mL/g usedline), sonicirali (amplituda 
40%, 3 minute, 20 s vklopljeno/ 40 s izklopljeno) in centrifugirali 30 min pri 4 °C pri 
17.000 rpm. Usedlino homogeniziranega vzorca smo nato sprali s Pufrom 3 (5 mL/g 
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usedline), centrifugirali 30 min pri 4 °C pri 17.000 rpm, zavrgli supernatant in tako 
pripravljena inkluzijska telesa shranili pri -20 °C 
3.2.4.3.2 Raztapljanje inkluzijskih teles 
Sprana inkluzijska telesa smo raztopili v pufru za raztapljanje inkluzijskih teles (3 mL/g 
usedline) in mešanico inkubirali na magnetnem mešalu v hladni sobi 1 uro. Po 
inkubaciji smo vzorec centrifugirali 30 min pri 4 °C pri 17.000 rpm in s tem odstranili 
neraztopljene delce iz supernatanta. 
3.2.4.3.3 Zvijanje proteina 
Proteine inkluzijskih teles smo renaturirali s postopnim dodajanjem supernatanta v 100-
krat večji volumen pufra za renaturacijo proteina, v hladni sobi ob močnem mešanju z 
magnetnim mešalom. Netopne delce smo odstranili s centrifugiranjem 30 min pri 4 °C 
pri 24.600 rpm. 
3.2.4.4 Izolacija proteina z nikljevo afinitetno kromatografijo 
Rekombinantni protein SlinAg s histidinskim označevalcem smo iz supernatanta 
izolirali z nikljevo afinitetno kromatografijo. 
 
V hladni sobi smo 30 minut ob konstantnem mešanju inkubirali 0,5 mL Ni-NTA kroglic 
s supernatantom, ki smo ga dobili po homogenizaciji celic (Točka 3.5.2). Kroglice smo 
prenesli na plastično gravitacijsko kolono in sprali z 10 mL pufra za lizo in 15 mL pufra 
za spiranje. Proteine smo sprali s kroglic z 2,5 mL pufra za elucijo. 
3.2.4.5 Dializa 
Izoliranim proteinom smo zamenjali pufer z dializo. Proteine v pufru za elucijo smo 
prenesli v dializno membrano, ki smo jo inkubirali v dializnem pufru. Inkubirali smo v 
1 L dializnega pufra 1 uro, nato v svežem litru pufra 2 uri in še v enem litru 4 ure. 
3.2.5 Analize proteina 
3.2.5.1 Določanje koncentracije proteinov v vzorcu 
 
Enačbe za izračun koncentracije 
 
X=(y+n)/k            … (1) 
C=Mw*A/ ε           … (2) 
 
V formuli (2) »C« (mg/ml) predstavlja koncentracijo, »Mw« (g/mol) predstavlja 
molekulsko maso, »A« (cm-1) predstavlja optično gostoto, »ε« (L/mol*cm) predstavlja 
ekstinkcijski koeficient. 
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3.2.5.1.1 NanoDrop 
NanoDrop je naprava za spektrofotometrično določanje koncentracije proteinov ali 
DNA v raztopini. Spektrofotometrično meritev posameznega vzorca smo vključili v 
enačbo (2) za izračun koncentracije proteina. Podatek vrednosti molekulske mase (Mw) 
in ekstinkcijskega koeficienta »ε« za naš protein smo pridobili s spletnim orodjem 
ProtParam (Bendtsen in sod., 2004) in portalom ExPASy. 
3.2.5.1.2 Meritve koncentracije proteina z BCA reagentom 
V BCA reagentu je bakrov (II) sulfat, ki se ob stiku s peptidnimi vezmi reducira v 
bakrove ione Cu
+, katerih število v raztopini je proporcionalno s količino proteinov. 
Bakrovi ioni nato reagirajo z bikinhonsko kislino in tvorijo vijolično obarvan kompleks, 
ki absorbira valovno dolžino pri 562 nm (Smith in sod., 1985). Količino proteina v 
vzorcu lahko kvantificiramo s pomočjo BCA reagenta, tako da merimo absorpcijske 
spektre vzorca in jih primerjamo z standardi govejega serumskega albumina (BSA). 
 
Za določanje koncentracije proteina smo uporabili kit »Pierce BCA Protein Assay Kit« 
in sledili navodilom proizvajalca (Thermo Fisher Scientific). 
 
Koncentracijo smo izračunali s formulo (1), kjer smo vrednosti »n« in »k« dobili iz 
umeritvene krivulje BSA standardov. »Y« je izmerjen OD našega vzorca od katerega 
smo odšteli vrednost ozadja. 
3.2.5.2 Prenos western 
Prenos western je metoda, kjer proteinski vzorec iz akrilamidnega gela odtisnemo na 
PVDF membrano in proteine detektiramo s protitelesi. Prenos smo izvedli po navodilih 
(Bio-Rad, ZDA) v pufru za prenos western, 90 min pri 150 mA. Po prenosu smo 
membrano sprali z vodo in TBST pufru z dodanim BSA. Nato smo dodali primarna 
mišja protitelesa Anti-penta-his, sprali s pufrom TBST in dodali sekundarna kozja 
protitelesa Anti-mouse. Po spiranju smo membrano obarvali s peroksidaznim 
substratom. 
3.2.5.3 Določanje strukture s cikličnim dikroizmom 
Ciklični dikroizem (CD) je tehnika za določanje sekundarne strukture proteina v vzorcu. 
Rezultat CD nam lahko pove, ali je določen rekombinantni protein pri danih pogojih 
topen in pravilno zvit (Sharon in sod., 2005). 
 
Aparatura CD osvetljuje vzorec z levo in desno-sučno polarizirano svetlobo. Različne 
sekundarne strukture proteina (β-pasovi, α-heliks, zanke) absorbirajo levo in desno-
sučno svetlobo v različnih razmerjih. Detektor beleži razliko med L/D-sučno svetlobo 
pri različnih valovnih dolžinah (190 – 250 nm), na podlagi česar lahko določimo 
večinski delež strukture proteina v vzorcu. 
 
CD meritve smo izvajali na 300 µL vzorca s proteinom SlinAg v fosfatnem pufru (pH 
7,4) s koncentracijo 0,0425 mg/mL. Za meritev smo uporabili kivete z dolžino optične 
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poti 1 mm. Izvajali smo meritve na vsake 0,5 nm valovne dolžine svetlobe na intervalu 
190 nm - 250 nm, pri 20 °C in konstantnem toku dušika. Vsako meritev smo ponovili 
desetkrat, izračunali povprečje in iz podatkov izrisali graf. 
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4 REZULTATI 
4.1 PRIMERJAVA AMINOKISLINSKIH ZAPOREDIJ BAKTERIJSKIH 
EGEROLIZINOV 
Na sliki 9 je prikazan kladogram zgrajen na osnovi aminokilsinksih zaporedij 
bakterisjkih egerolizinov. 
 
Slika 9: Kladogram na podlagi aminokislinskih zaporedij bakterijskih egerolizinov. Za vrstnim imenom 
bakterij so navedene identifikacijske številke posameznih aminokislinskih sekvenc, ki so shranjene v 
proteinski zbirki strežnika NCBI (Edgar in sod., 2002). Z barvami so označeni egerolizini bakterij: B. 
thuringiensis (vijolična), S. linguale (modra), P. bifermentas (rdeča), A. faecalis (zelena). 
 
Delež identičnosti med sekvenco proteina SlinAg in ostalimi sekvencami vključenimi v 
kladogram je v območju od 13% do 45%. Kljub temu, da so homologi ponavadi 
definirani kot proteini, ki so si na aminokislinskem nivoju vsaj 25% identični in 
izkazujejo ob poravnavi vrednost e manjšo od 0,001, smo v analizo vključili tudi 
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proteine, ki izkazujejo identičnost nižjo od 25%, vendar so glede na kriterije Pfam v 
družini egerolizinov. Najvišji procent identičnosti na aminoksilisnskem nivoju proteina 
SlinAg je s proteini bakterij Chryseobacterium camelliae (44,36%), Flavobacterium 
hercynium (44,03%) in Chromobacterium sphagni (43,61%). 
 
Na Sliki 8 so z barvami (B. thuringiensis (vijolična), P. bifermentas (rdeča), A. faecalis 
(zelena)). označeni bakterijski egerolizini, ki se uporabljajo v biotehnološke namene, 
kot insekticidi. Z modro piko je označen egerolizin bakterije S. linguale. Vrednosti 
identičnosti med sekvenco proteina SlinAg in insekticidnimi proteini so v širokem 
območju; B. thuringiensis (17%), P. bifermentas (32%), A. faecalis (40%). 
 
4.2 HOMOLOGI PROTEINA SlinB BAKTERIJE S. LINGUALE 
V preglednici 16 so povzete primerjave vseh aminokislinskih zaporedij homolognih 
proteinov iz nepresežne podatkovne zbirke proteinov z zaporedjem proteina SlinB. 
Stolpec identičnosti opisuje, kakšen je delež identičnih aminokislin v dveh poravnanih 
sekvencah. Pokritost opisuje delež zaporedja drugega proteina iz podatkovne zbirke, ki 
se poravna z zaporedjem SlinB.  
Preglednica 16: Homologi komponente B (SlinB) bakterije S. linguale. Vrste bakterijs s SlinB homologi 
navedenimi z identifikacijsko številko NCBI so prikazane v prvem stolpcu. Podobnost med proteinom 
SlinB in njegovimi homologi je opisana s procentom pokritosti in identičnosti poravnanih zaporedij. 
Ime Pokritost (%) Identičnost (%) 
Spirosoma linguale|SLIN504472| 100 100 
Flavobacterium hercynium|WP_089050378.1| 97 42 
Chryseobacterium camelliae|WP_100073946.1| 99 42 
Dyadobacter fermentans|WP_015810337.1| 97 39 
Pseudoalteromonas rubra|WP_058796737.1| 97 39 
Alcaligenes faecalis|ALX87664.1| 97 37 
Pedobacter ginsengisoli|WP_099439428.1| 97 37 
Sphingomonas sp.|WP_100280943.1| 88 37 
Vibrio sp.|WP_110168270.1| 97 36 
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4.3 MODEL 3D STRUKTURE PROTEINA SlinAg 
Protein AfIP-1A iz bakterije A. fecalis je eden redkih bakterijskih egerolizinov z 
eksperimentalno določeno 3D strukturo. Podobnost primarne strukture proteina SlinAg 
in proteina AfIP-1A je relativno visoka (40%), zato smo uporabili strukturo AfIP-1A 
kot matrico za izdelavo modela strukture proteina SlinAg. Iz strukture predvidimo 
tipično zgradbo proteina iz večinskega deleža antiparalelnih β-struktur, ki so povezane v 
dve planarno stikajoči se plošči (Slika 10).  
 
 
Slika 10: Model 3D strukture proteina SlinAg. Model je bil generiran na  podlagi strukture proteina AfIP-
1A (PDB: 5V3S) bakterije A. faecalis. Z modro so označene β-strukture, z rdečo α-heliks in z zeleno 
zanke. 
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4.4 PRIDOBITEV ODSEKOV DNA Z GENI ZA PROTEIN SlinAg ALI/IN SlinB.  
S PCR smo pomnožili odseke DNA z očiščenega genoma bakterije S. linguale (Slika 
11). Velikosti fragmentov in plazmida ustrezajo predvidenim velikostim: fragment z 
genom za protein SlinAg (411bp) ali SlinB (2241 bp) ali SlinAgB (2652 bp) in plazmid 
pET-21b (5365 bp). 
 
 
Slika 11: Očiščeni DNA fragmenti in plazmidni vektor na 1% agaroznem gelu: Linija 1 – fragment z 
genom za protein SlinAg, Linija 2 – fragment z genom za protein SlinB, Linija 3 – fragment z genom za 
protein SlinAgB, Linija 4 – z encimoma NdeI in XhoI rezani plazmid pET-21b. Puščice označujejo 
posamezno molekulo DNA. 
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4.5 PREVERJANJE USPEŠNOSTI LIGACIJE Z RESTRIKCIJO 
Izpad fragmentov ob restrikciji pridobljenega plazmidnega konstrukta nakazuje na 
uspešnost ligacije (Slika 12). Plazmidne konstrukte smo rezali z encimoma NdeI in 
XhoI. Velikosti izpadlih fragmentov ustrezajo predvidenim dolžinam: SlinAg (411bp), 
SlinB (2241 bp), SlinAgB (2652 bp). Predvidena dolžina rezanega plazmida pET-21b je 
5201 bp. 
 
 
Slika 12: Preverjanje uspešnosti ligacije z restrikcijo fragmentov v plazmidu pET-21b. Agarozni gel A: 
Na liniji je s puščico označena lisa izpadlega fragmenta z genom za protein SlinAg, neoznačena lisa 
predstavlja rezan plazmid. Agarozni gel B: Na liniji 1 je s puščico označena lisa izpadlega fragmenta z 
genom za protein SlinB, na liniji 2 pa je označen fragment z genoma za SlinAgB. Neoznačeni lisi 
predstavljata rezan plazmid. 
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4.6 SINTEZA PROTEINA 
Ekpresijske plazmide z ustreznimi vključki smo transformirali v kompetentne celice 
BL21(DE3) pLysE in z IPTG sprožili sintezo rekombinantnih proteinov v bakterijski 
kulturi v eksponentni fazi rasti. Po končani inkubaciji smo pripravili celične lizate in jih 
analizirali z NaDS PAGE. Na Sliki 13 primerjava kulture pred in po indukiji 
(primerjava linij 1 in 2) ne pokaže bistvene razlike v ojačitvi lise na višini 81 kDa, kar je 
velikost proteina SlinB. Ta rezultat nakazuje, da je rekombinantnega proteina premalo, 
da bi ga na gelu zaznali kot ojačano liso med ostalimi bakterijskimi proteini. 
 
Primerjava linij 3 in 4 pokaže na višini 15 kDa ojačano liso po indukciji sinteze proteina 
SlinAg z dodatkom IPTG. To nakazuje, da smo z dodatkom IPTG-ja sprožili ekspresijo 
gena SlinAg na plazmidu pSlinAg, ki se je prepisal v protein SlinAg s predvideno 
velikostjo 15 kDa. 
 
 
Slika 13: Preverjanje sinteze rekombinatnih proteinov SlinAg in SlinB. Prikaz NaDS-PAGE gela ločenih 
proteinov celičnega lizata bakterij z ekspresijskim plazmidom pSlinB ali pSlinAg pred in po indukciji 
prepisa gena za želena proteina po dodatku IPTG. Linija 1 – lizat bakterij s plazmidom pSlinB pred 
dodatkom IPTG; Linija 2 - lizat bakterij s plazmidom pSlinB po dodatku IPTG, kjer je s puščico 
označena višina predvidevanega proteina SlinB (80 kDa); Linija 3 – lizat bakterij s plazmidom pSlinAg 
pred dodatkom IPTG; Linija 4 - lizat bakterij s plazmidom pSlinAg po dodatku IPTG, kjer je s puščico 
označena višina sintetiziranega proteina SlinAg (15 kDa). 
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4.7 REKOMBINANTNI PROTEIN SlinAg LAHKO PRIDOBIMO IZ 
CITOPLAZME BAKTERIJ 
Iz topne frakcije bakterij pri katerih smo prekomerno izrazili gen za protein SlinAg 
ali/in SlinB smo s kovinsko-kelatno afinitetno kromatografijo očistili rekombinantni 
protein. Na Sliki 14 je prikazan poliakrilamidni gel izoliranih proteinov. V liniji 1 lisa 
na višini 15 kDa predstavlja velikost proteina, ki ustreza proteinu SlinAg. Na liniji 2 
smo pričakovali protein SlinB kot liso na višini 81 kDa. Proteina SlinB nismo uspešno 
izolirali, ali pa pa smo ga v premajhni količini za zaznavo na NaDS-PAGE gelu 
barvanim z barvilom Comassie. Na liniji 3 je vzorec izoliran iz bakterij s plazmidom 
pSlinAgB. Od obeh genov pod promotorjem T7 na tem plazmidu ima zapis za 
histidinski označevalec samo gen SlinB, katerega proteinski produkt smo pričakovali na 
gelu. SlinAg smo na liniji 3 pričakovali v primeru nastanka kompleksa med proteinoma 
SlinAg in SlinB. Na liniji 3 nismo zaznali nobenega od proteinov. 
 
Štiri dodatne lise na vseh linijah lahko pripišemo proteinskim nečistočam, ki so v 
vzorec prišle v procesu čiščenja z afinitetno kromatografijo. 
 
Slika 14: Izolacija proteinov SlinAg, SlinB s kovino-kelatno afinitetno kromatografijo. Na NaDS-PAGE 
gelu je na liniji 1 s puščico označen uspešno izoliran rekombinantni protein SlinAg (15 kDa). Linija 2 
prikazuje neuspešno izolacijo proteina SlinB, kjer je s puščico označena predvidevana višina lise SlinB 
(81 kDa). Na liniji 3 je vzorec izoliran iz bakterij s plazmidom pSlinAgB, kjer sta s puščicami označeni 
predvidevani višini lis proteinov SlinAg in SlinB. Vsi trije vzorci imajo prisotne nečistoče – lise označene 
s horizontalnimi puščicami. 
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4.8 PRENOS WESTERN 
Da bi dokazali, da smo res izolirali rekombinantni protein smo izvedli prenos western in 
proteine označili s protitelesi proti histedinskem repku. Iz slike 15 je razvidno, da smo 
izolirali protein SlinAg. Protitelesa se niso vezala na odtis lis, ki so bile vidne na isti 
liniji na NaDS-PAGE gelu (Slika 14), kar nakazuje, da gre za nečistoče in ne oligomere 
proteina SlinAg. 
 
Slika 15: Prenos proteina SlinAg western in detekcija proteina s protitelesi proti histidinskem repku. Na 
liniji je s puščico označena lisa na predvideni višini proteina SlinAg (15 kDa). 
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4.9 ANALIZA STRUKTURE PROTEINA SlinAG Z MERJENJEM SPEKTROV 
CIRKULARNEGA DIKROIZMA 
Graf spektrov cirkularnega dikroizma proteina SlinAg zavzema zrcalno »S« obliko 
(Slika 16). Vrh grafa je pri valovni dolžini 193,5 nm z vrednostjo delta ε 2,82. Najnižje 
delta ε vrednosti (s povprečjem -3,06) so na območju valovnih dolžin med 210 in 218 
nm. 
 
Spektri CD proteina SlinAg sovpadajo s spektri značilnimi za peptide z visokim 
deležem β-sekundarnih struktur. 
 
Slika 16: Graf spektrov cikličnega dikroizma rekombinantnega proteina SlinAg. Na y osi je označena 
razlika v absorbanci desno in levo sučne polarizirane svetlobe, na x osi pa je označena valovna dolžina 
svetlobe v nanometrih. 
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5 RAZPRAVA 
Sinteza in čiščenje nekaterih rekombinantnih egerolizinov in komponent B je že bila 
opisana, zato smo v magistrskem delu uporabili metode, kot pri analizi ostalih 
homologov (Ota in sod., 2013; Kelker in sod., 2014; Yalpani in sod., 2017). Navkljub 
relativno visoki sekvenčni podobnosti proteina SlinAg drugim izoliranim egerolizinom 
(30-40% identičnost poravnave), je SlinAg edinstven protein, ki ga definirajo 
svojstvene biokemijske in strukturne karakteristike. Pri delu s predhodno nepreučenim 
proteinom, je delo od nas zahtevalo veliko časa predvsem na stopnji optimizacije 
postopkov priprave plazmidnih konstruktov za ekspresijo proteinov in izolacije proteina 
ter določitve njegove stabilnosti. Delo s proteinom SlinB je bilo še zahtevnejše od dela s 
SlinAg. SlinB je hipotetični protein znatne velikosti (81 kDa), brez podrobno 
okarakteriziranih homologov, ki bi nam lahko služili za referenco pri rekombinantni 
sintezi proteina. Delo s SlinB se je v kontekstu obsega magistrske naloge izkazalo za 
predolgotrajno, zato smo se od stopnje priprave genetskih konstruktov dalje osredotočili 
predvsem na raziskovanje proteina SlinAg. 
 
Filogenetsko analizo bakterijskih egerolizinov smo naredili na podlagi sekvenčne 
identičnosti in pokritosti med primerjanimi aminokislinskimi sekvencami. Sekvenčno 
grupiranje velikokrat ne odraža strukturne in funkcijske podobnosti med proteini. Za ta 
namen je bolj primerno razvrščanje na podlagi anotiranih modelov ali uporaba 
proteinskih profilov z matrikami. Modeli npr. »hidden Markov model« (HMM) so 
narejeni na podlagi poravnave več anotiranih sorodnih proteinov z značilno ohranjeno 
regijo, domeno ter katalitskimi mesti. Sorodnost proteinov, določena na podlagi modela, 
dobro odraža funkcijsko podobnost proteinov, vendar ne sovpada vedno s sekvenčno 
podobnostjo med proteini. V družini egerolizinov podatkovne baze Pfam (Bateman in 
sod., 2004), ki grupira proteine na podlagi HMM, je kar nekaj bakterijskih egerolizinov, 
ki imajo zelo nizko sekvenčno podobnost egerolizinu SlinAg bakterije S linguale; 10 
vrst od 19-ih ima sekvenčno podobnost nižjo od 25%, kar je ponavadi mejna vrednost 
identičnosti dveh aminokislinskih zaporedij za opredelitev homologov. Da visoka 
sekvenčna identičnost ni nujno potrebna za funkcijsko podobnost, lahko pokažemo tudi 
na primeru egerolizina bakterije B. thuringiensis v primerjavi z egerolizinom bakterije 
A. faecalis. Identičnost med Cry34Ab1 in AfIP-1A je manjša od 20%, a je njuna 
kristalografsko določena struktura zelo podobna, njun način toksičnega delovanja pa 
prav tako (Yalpani in sod., 2017). 
 
Hipotetični model 3D strukture proteina SlinAg smo izdelali z orodjem SwissModel, ki 
modelira na podlagi eksperimentalno določenih struktur homologov. Ker so 
eksperimentalno določene strukture egerolizinov le 3, v našem primeru na razpolago ni 
bilo veliko struktur uporabnih kot matrica za izdelavo modela preoteina SlinAg. 
Ustrezni sta bili dve strukturi, proteina PlyA glive P. ostreatus in proteina AfIP-1A 
bakterije A. faecalis, kjer smo se odločili za slednjo, saj smo preučevali predvsem 
bakterijske egerolizine. V splošnem je bila podobnost med hipotetično strukturo SlinAg 
in šablonsko strukturo AfIP-1A visoka, z oceno kvalitete 0,75 od 1, pri čemer je 1 
najvišja in 0 najnižja ocena. 
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Sama priprava genetskih konstruktov pSlinAg, pSlinB in pSlinAgB, se je izkazala za 
časovno zahteven postopek. Dolgotrajnost kloniranja fragmentov z geni za proteine 
SlinB in SlinAgB smo pripisovali veliki dolžini fragmentov (2300bp in 2700 bp), ki 
včasih vpliva na znižanje uspešnosti ligacije in transformacije. Začetna neuspešnost 
ligacijskega postopka je bila prisotna tudi pri fragmentu SlinAg. Vzrok za to smo 
pripisovali morebitnemu majhnemu deležu rezanih obeh koncev fragmenta za SlinAg 
po restrikciji. Strategijo smo prilagodili z vstavitvijo fragmenta z genom za SlinAg s 
topimi konci v komercialni plazmit pJET. Po izrezu fragmenta iz plazmida pJET smo z 
metodo izrezovanja iz agaroznega gela pridobili ves fragment z želenimi lepljivimi 
konci. 
 
Pomemben razlog za dolgotrajnost postopka priprave gentskih konstruktov je bil v 
nenatančnem evidentiranju pogojev pri ligacijskih poskusih. Uspešnost ligacije je v 
veliki meri odvisna od molskega razmerja plazmida in fragmenta v ligacijski mešanici. 
Mi smo to razmerje ocenjevali preko jakosti lise na agarozenm gelu. Glede na to, da so 
bili fragmenti >95% čisti bi lahko ubrali pristop z beleženjem in meritvami 
koncentracije DNA, ki smo jo uporabili v reakcijah, z napravo NanoDrop. 
 
Sekveniranje  pripravljenih genetskih konstruktov z vključki je v nekaj primerih 
pokazalo točkovne mutacije. Predvidevali smo, da je za te mutacije kriv predvsem izbor 
polimeraze pri reakciji PCR. Taq polimerazo, ki se je izkazala kot nezanesljiva pri 
pomnoževanju fragmentov daljših od 500 bp, smo nadomestili z Vent polimerazo, z 
uporabo katere pri pomnoževanju nismo dobili točkovnih mutacij. 
 
Pristop k načrtovanju rekombinantnih plazmidov smo osnovali na podlagi že preučenih 
primerov izolacije egerolizinov. Pri raziskavi egerolizinov bakterije P. bifermentas 
(Cbm17.1, Cbm17.2) in njunih proteinskih parterjev (Cry16A, Cry17A) so pridobili 
aktiven citotoksični kompleks samo ob izražanju celotnega operona, ki je vseboval gene 
za vse štiri toksine (Qureshi in sod., 2014). Pri rekombinantnih konstruktih s 
posameznimi toksini je prišlo do sinteze stabilnega proteina samo v primeru toksina 
Cry16A. Vsi ostali toksini so imeli nizek nivo sinteze proteina, po 24 urah gojenja pa je 
v celicah prihajalo tudi do razgradnje proteina. To nakazuje, da se funkcionalni 
citotoksični kompleks tvori samo ob izražanju operona s celotnim setom genov vseh 
štirih proteinov. Glede na raziskave proteini najverjetneje med seboj interagirajo že med 
samo sintezo, kar je potrebno za doseganje njihove pravilne konformacije. Na podoben 
način ima tudi bakterija S. linguale gena za egerolizin in komponento B na istem 
operonu. Na podlagi zgoraj opisane študije na egerolizinih bakterije P. bifermentas smo 
predpostavili možnost, da je za ustrezno konformacijo teh dveh proteinov, ali pa vsaj 
komponente B, potreben prepis celotnega operona. Z namenom, da to preverimo smo 
konstruirali plazmid s fragmentom SlinAgB, ki je vseboval gena slinAg in slinB. Sinteza 
proteinov fragmenta SlinAgB se je pri  pogojih kot so opisane v metodah izkazala za 
neuspešno, vendar pa sinteze nismo sistematično optimizirali. 
 
Sinteza rekombinantnega proteina SlinB se je prav tako izkazala za neuspešno. To je 
bilo razvidno iz rezultatov testa primerjave celičnih lizatov pred in po indukciji sinteze z 
dodatkom IPTG in iz rezultatov NaDS-PAGE po poskusu izolacije proteina (Sliki 12 in 
13). Do sinteze je morebiti prišlo v zelo nizkih koncentracijah, česar na 
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poliakrilamidnem gelu s standardnim barvilom Coomassie nismo zaznali. To bi morali 
preveriti s prenosom western in detekcijo s protitelesi, ki izboljšajo občutljivost 
zaznavanja. Eden izmed razlogov za nizko sintezo so lahko napačni pogoji pri katerih se 
je protein sintetiziral. To zajema sev v katerem se je protein sintetiziral, medij celične 
kulture, čas in temperatura rasti. S kontroliranim spreminjanjem teh pogojev v procesu 
optimizacije bi lahko dosegli sintezo proteinov s koncentracijo v zaznavnem območju 
standarnih NaDS-PAGE elektroforeznih analiz. 
 
Neprimerni pogoji sinteze lahko vplivajo na sintezo nepravilno zvitih proteinov, ki jih 
bakterije nalagajo v obliki inkluzij, lahko pa jih tudi razgradijo. Razgradnjo proteina 
lahko spodbujajo tudi toksične lastnosti rekombinantnega proteina, česar v primeru 
SlinB ne smemo izključiti, saj gre za morebiten porotvorni protein. Rešitev pred 
razgradnjo rekombinantnega proteina SlinB zaradi nepravilne konformacije bi lahko 
predstavljala metoda izolacije s fuzijskim proteinom, tako bi SlinB lahko sklopili s 
šaperonskim proteinom, ki naj bi stabiliziral zvijanje rekombinantnega proteina. Primer 
takega proteina za sklopitev je GST (glutation-S-transferaza) (Smith in sod., 1988). 
 
Protein SlinAg smo izolirali pri nativnih pogojih z nikljevo afinitetno kromatografijo, 
mu določili koncentracijo z reagentom BCA (0,188 mg/mL), ga dializirali proti 
dializnim pufrom (20 mM TrisHCl, 140 mM NaCl pH 8,0) in shranili pri -20 °C. 
Protein je bil v tem pufru nestabilen, ob večkratnem zamrzovanju in odmrzovanju je 
prihajalo do vidne agregacije proteina (rezultati niso prikazani). Glede na raziskave 
sorodnega proteina PlyA (Ota in sod., 2013) bi stabilnost SlinAg najverjetneje lahko 
izboljšali z dodatkom 5% glicerola in zamrzovanjem pri -80 °C. Spontani agregaciji 
proteina zaradi večkratnega odmrzovanja bi se lahko izognili z alikvotiranjem proteina 
na manjše volumne, tako bi za raziskave lahko uporabili samo sveže odtaljene proteine, 
ki jih ne bi ponovno zamrzovali. Za določitev pufra v katerem bi bil SlinAg najbolj 
stabilen smo uporabili metodo diferenčne dinamične fluorimetrije (Angleško: 
Differential scanning fluorimetry (DSF)) (Semple in sod., 2013). Kvaliteta rezultatov te 
metode je bila oporečna, zato jih nismo vključili v magistrsko nalogo, kljub temu pa bi 
bila ponovitev poskusa smiselna za nadaljnje raziskave proteina SlinAg. 
 
Navkljub nestabilnosti proteina SlinAg nam je uspelo opraviti poskus za 
okarakterizacijo strukture z metodo cikličnega dikrdikroizma. Protein smo pred uporabo 
centrifugirali in mu spektrofotometrično določili koncentracijo, ki je bila 0,0425 
mg/mL. Koncentracija je bila zaradi agregacije proteina več kot štirikrat manjša od 
koncentracije izmerjene takoj po izolaciji proteina, vendar je še vedno zadoščala za 
analize CD spektrov. Graf na podlagi meritve CD spektrov proteina SlinAg je pokazal 
obliko krivulje, ki je v splošnem značilna za proteine z visokim deležem β-struktur 
(Slika 17A). Tak rezultat je v skladu z našimi predvidevanji o strukturi egerolizina 
SlinAg. Vse kristalografsko določene strukture egerolizinov imajo visok delež β-
struktur (Yalpani in sod., 2017; Kelker in sod., 2014; Lukoyanova in sod, 2015), prav 
tako pa so s tem skladni tudi rezultati CD spektrometrije drugih egerolizinov (Berne in 
sod., 2005). S tem smo potrdili hipotezi, da lahko očistimo protein SlinAg do te mere, 
da je uporaben za nadaljnje analize direktno iz citoplazme bakterije, nismo pa potrdili 
predvidevanja, da lahko izoliramo očiščen protein SlinB. 
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Za β-strukturirane proteine je značilen graf s spustom krivulje, ki ima v primeru 
proteina OlyA pri pH 3,5 svojo najnižjo vrednost pri valovni dolžini 216 nm (Slika 
17C), kar je primerljivo z grafom proteina SlinAg s spustom pri valovni dolžini 214 nm 
(Slika 17B). Struktura OlyA je pri pH 3,5 še vedno večinoma β -strukturirana. 
 
Tekom magistrskega dela se s praktičnim delom nismo dotaknili vprašanj o interakcijah 
med egerolizinom in komponento B, ter njunimi interakcijami z lipidi, saj nismo bili 
prepričani o stabilnosti in pravilni konformaciji izoliranih proteinov. Ena izmed metod, 
s katero bi v nadaljnje preučevali SlinAg, je zagotovo CD spektrometrija. Z njo bi lahko 
analizirali strukturno integriteto proteina pri različnih pogojih, kot so pH in temperatura. 
Zagotoviti proteinu okolje, v katerem je stabilen in pravilno zvit, pa je ključno za 
nadaljnje analize proteina v interakciji s komponento B in lipidi. 
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Slika 17: Grafi CD spektrov. A – Shematska ponazoritev CD spektrov proteinov z visokim deležem 
označenih struktur (Wiedemann in sod., 2013). B – CD spekter proteina SlinAg. C – Spektri CD proteina 
ostreolizin A pri različnih vrednostih pH. Na grafu je z modro puščico označena krivulja CD spektra pri 
pH 3,5 (Berne in sod., 2005). 
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6 SKLEPI 
 Uspešno smo pripravili ekspresijske plazmide pSlinAg, pSlinB, pSlinAgB z geni 
bakterije S. linguale. 
 Rekombinantni protein SlinAg lahko pridobimo v bakteriji E. coli v topni obliki. 
 Izoliran rekombinantni SlinAg je vseboval nečistoče in je bil nestabilen v pufru 
brez dodanega glicerola z vrednostjo pH 8,0. 
 Analize proteina SlinAg so pokazale predominantno β-strukturiranost proteina, 
ki je značilna za egerolizine. 
 Pri izbranih pogojih gojenja rekombinantnega proteina SlinB nismo uspeli 
pridobiti iz bakterije E. coli. 
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7 POVZETEK 
Egerolizini so družina majhnih (14 kDa) proteinov, ki jih najdemo pri organizmih 
uvrščenih v različna kraljestva, najbolj pa so razširjeni med glivami in bakterijami. 
Egerolizini interagirajo z lipidi v membranah, pri določenih pa so odkrili lastnost 
porotvornosti v interakciji s proteinskim partnerjem (Ota in sod., 2013; Kelker in sod., 
2014; Yalpani in sod., 2017; Qureshi in sod., 2014). 
 
Predvideva se, da se egerolizini vežejo na biološko membrano in tam rekrutirajo svoj 
proteinski partner, ki ima porotvorne lastnosti (Ota in sod., 2013). Nekateri bakterijski 
egerolizini imajo selektivno afiniteto do membran specifičnih vrst žuželk, kot je na 
primer koruzni hrošč (Kelker in sod., 2014; Yalpani in sod., 2017). Lastnost egerolizina 
za selektivno vezavo na določene membrane in insekticidnost v kombinaciji s svojim 
proteinskim partnerjem koristijo v biotehnologiji za pripravo GMO (Kelker in sod., 
2014; Qureshi in sod., 2014). Ena izmed bakterij, pri kateri so zasledili gene za 
egerolizin in njegov hipotetični proteinski partner, je bakterija S. linguale (Lail in sod., 
2010).  
 
Namen mojega magistrskega dela je bil poskusiti pridobiti rekombinantni egerolizin 
SlinAg in njegov hipotetični partner SlinB bakterije S. linguale. Po uspešni izolaciji 
proteinov bi lahko okarakterizirali interakcijo teh dveh proteinov, med seboj in z 
lipidnimi membranami. 
 
Gene za proteina SlinAg ali/in SlinB smo z reakcijo PCR pomnožili in jih uspešno 
klonirali v rekombinantni plazmid. V bakteriji E. coli nam je nato uspelo sintetizirati 
samo rekombinantni protein SlinAg, ne pa tudi SlinB. Protein SlinAg smo izolirali v 
topni obliki z nikljevo afinitetno kromatografijo. Potein se je izkazal za nestabilnega, saj 
smo zasledili močno obarjanje proteina. Sklepamo, da protein SlinAg ni bil hranjen v 
ustreznih pogojih, kot so temperatura, soli in pH pufra, ki vplivajo na stabilnost in 
integriteto konformacije proteina. Za določitev pufra v katerem bi bil SlinAg najbolj 
stabilen smo uporabili metodo DSF, rezultati katere so bili oporečni, zato jih nismo 
vključili v magistrsko nalogo. Nato smo želeli preveriti, ali je izoliran SlinAg pravilno 
zvit in okarakterizirati sekundarno strukturo proteina s spektri CD. Izmerjeni spektri CD 
proteina SlinAg so bili podobni spektrom značilnim za proteine z visoko vsebnostjo β-
struktur (Wiedemann in sod., 2013). Večinska β-strukturiranost pa je značilna za 
egerolizine, zato smo sklepali, da je bil SlinAg pravilno zvit (Kelker in sod., 2014; 
Berne in sod., 2005). 
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